.5 

! 



it, 




Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



© Veroffentlichungsnummer: 0 417 531 A1 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 90116305.5 
© Anmeldetag: 25.08.90 



(£> Int. ci.s: C12N 5/00, C12N 5/02, 
//C12M3/00 



® Prioritat: 09.09,89 DE 3930140 


0 Anmelder: BAYER AG 


@ Veroffentlichungstag der Anmeldung: 


W-5090 Leverkusen 1 Bayerwerk(DE) 


20.03.91 Patentblatt 91/12 






© Erfinder: Steiner, Ulrich, Dr. 


@ Benannte Vertragsstaaten: 


Krutscheider Weg 55 


AT BE CH DE DK ES FR QB GR IT LI LU NL SE 


W-5600 Wuppertal 1(DE) 




Erfinder: Selfert, Horst, Prof. Dr. 




Heinrich-Deppe-Ring 28 




W-3406 Bovenden 1(DE) 




Erfinder: Bohnel, Helge, Dr. 




Birkenweg 2a 




W-3406 Bovenden 1(DE) 




Erfinder: Roth, Frauke, Dr. 




Kookweg 5 




W-3403 Friedland(DE) 



@ Verfahren zur Herstellung von biologischen Materiallen in Zeilkulturen und Vorrichtungen. 

@ Die Erfindung betrlfft ein Verfahren zur Herstellung von biologischen Materialien in Zeilkulturen in einer 
kontinuierlichen Fermentatlonsweise und einer Vorrichtung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens. Das Verfahren^ 
eriaubt es. eine kontinuierliche Fermentation auch dann durchzufuhren, wenn der herzustellende Wirkstoff erst 
nach einer geeigneten induktion der Zellkultur freigesetzt wird. und auch wenn dies zu einer Zerstorung der 
induzierten Zellen fuhrte. Unter induktion wird verstanden die Behandlung mit einem chemischen Agenz oder mit 
physikalischen Einflu/3grd/3en oder die Infizierung der Zellen z.B. mit einem Virus, oder Kombinationen davon. 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON BIOLOGISCHEN MATERIALIEN IN ZELLKULTUREN UND VORRICH- 

TUNGEN 

Bisher konnten biologische Materiaiien, wie Wirkstoff. Protein, Enzyme etc, die durch Induktion von 
Kulturen herzustellen sind, nur mit absatzweisen Produktionsverfahren hergestellt werden. Dies bedeutet. 
da/J die Zellen in einem Kulturgefai3 wie z.B. einem Fernnenter angezogen werden und nacli Erreichen eines 
bestimmten Zustandes die Induktion gesetzt wird. Nacli einer vonn Wirkstoff abhangigen Zeitspanne - in der 

5 Regel einige Tage - kann die Ernte erfolgen. Danach ist der Fermenter abzubrechen, zu reinigen und neu 
vorzubereiten fur die nachste Fermentation. Bevor die nachste Induktion stattfinden kann, mud in einer 
Wachstumsphase erst wieder die Zellmasse aufgebaut werden. Der Nachteil dieses Verfahrens ist eine 
geringe Raum-Zeit-Ausbeute bedingt dadurch. da/3 der gesamte Zyklus Fermentervorbereitung. Wachs- 
tumsphase, Wirkphase der induktion und Fermenterreinigung fur jede einzelne Ernte erforderlich ist und 

70 dafl nur geringe Zellkonzentrationen erreicht werden. Hinzu kommt, dad fur gro/3e Produktmengen groflvolu- 
mige Fermenter einzusetzen sind, so da^ eine Kontamination den Verlust von gro/3en Mengen an 
Nahrlosung bewirkt. 

Diese Nachteile bestehen nicht be! einem kontinuierlichen Produktionsverfahren. Nach der einmaligen 
Fermentervorbereitung und Wachstumsphase kann der Fermentationsproze/3 langfristig ohne Unterbrechung 

75 laufen und es wird eine wesentlich hohere Zellkonzentration erreicht Dadurch steigt die Raum-Zeit- 
Ausbeute was die Reduktlon der Volumen der Fermentergefa^e eriaubt. Entsprechend sinken die Material- 
verluste im Falle einer Kontamination. Seiche Verfahren wurden bisher erfolgreich eingesetzt fur die 
Herstellung von Wirkstoffen aus Zellkulturen, wobei die Zellen den Wirkstoff oder Vorstufen davon 
synthetisieren und in die Nahrlosung abgeben, ohne da/3 eine Induktion erforderlich ist. Beispiele sind 

20 Zellkulturen von Bowes Melanoma Zellen (Produkt: Tissue Plasminogen Activator), Hybridoma Zellen 
(Produkt: Monoclonale Antikorper) oder Zellen mit neukombinierter Nukleinsaure (Produkt: z.B. Faktor VIK). 
Ein weiterer Vorteil der kontinuierlichen Kultur ist die bessere Qualitat des Produktes. da sich hier im 
Gegensatz zur absatzweisen Produktion konstante Kulturbedingungen einstellen lassen z.B. bezuglich 
Zelldichte, Konzentration der Nahrstoffe und Konzentration von Abbauprodukten und unerwunschten Beipro- 

25 dukten wie Proteasen. Wegen der geringeren Verweilzeit des Produktes in der Nahrlosung iat zudem auch 
der Abbau des Produktes durch z.B. Proteasen oder anderen chemischen Wechselwirkungen in der 
Nahrlosung reduziert. 

Mit dem Verfahren der Erfindung wird eine kontlnuierliche Produktion nun auch bei Produktionsverfah- 
ren moglich, die eine Induktion der Kultur erfordern. 
30 Unterschiedliche Arten der Induktion lassen sich mit der Erfindung realisieren: 



1. Induktion durch Infektion mit einem anderen Organismus 

35 Beispiel fur einen anderen Organismus sind Viren. Zur Herstellung von Virus und viraiem Antigen wird 
die Induktion der Kultur durchgefuhrt durch Infektion mit dem Virus. Statt eines naturlichen Virus kann auch 
ein Virus verwendet werden, der mit Hilfe von gentechnischen Methoden so verandert wurde. da/J die 
infizierten Zellen ein rekombinantes Protein exprimieren. Von besonderem Interesse sind hier Kulturen von 
Insektenzellen und ein Virusexpressionssystem wie z.B. das Baculovirus-Expressionssystem. Diese Expres- 

40 sionssyteme zeichnen sich dadurch aus, 6aB die Viren nicht infektios sind fur Menschen und somit eine 
gro/3e Sicherheit bei der Anwendung von in diesen Systemen exprimierten rekombinanten Proteinen am 
Menschen besteht. Au/Jerdem ist gezeigt worden, da/3 mit diesen Systemen hohe Produktkonzentrationen in 
der Nahrlosung erreicht werden konnen, was sich sowoht auf die Okonomie wie auch - wegen der 
einfacheren Reinigung bei hoheren Konzentrationen - auf die Produktqualitat positiv auswirkt. Bisher sind 

45 jedoch nur absatzweise Produktionsverfahren eingesetzt worden. die die oben beschriebenen Nachteile 
haben. 

2. Induktion durch vorubergehende oder permanente Veranderung der chemischen Bedingungen 

50 

Hier wird die Induktion erzielt, indem das chemische Milieu, in dem sich die Zellen befinden, geandert 
wird. In der Regel wird diese Veranderung durch Zugabe von Substanzen erreicht. Beispiel fur einen 
solchen Prpze/3 ist die Produktion von Lymphokinen wie IL-2 mit tierischen Zellkulturen. Hier wird die 
Induktion erreicht, indem Phorbolester der Nahrlosung zugegeben wird. 
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Eine vorubergehende Anderung la/3t sich erzielen. wenn die Milieuanderung ruckgangig gemacht 
werden kann. z.B. in dem die zugegebenen Substanzen durch Fallung Oder Inaktivierung oder Abzug z.B. 
uber Membransysteme entfernt werden. 

5 

3. Ihduktion durch vorubergehende oder pernnanente Veranderung der physikaiischen Bedingungen 

Verandert werden konnen die physikochemischen Bedingungen der Nahriosung wie z.B. pH. pOa 
Redoxpotential. Viskositat'als auch physikalische Bedingungen wie Temperatur. Einwirkung von Licht und 
70 anderer Strahlung. Einwirkung von elektrischen Stronnen und Magnetfeldern. und anderes nnehr. Als 
Beispiel set die Herstetlung von Heat-Shock-Proteinen genannt. wofur die Zelien vorubergehend einer 
hoheren Temperatur ausgesetzt werden. 



75 Beschreibung des Verfahrens 

Die Aufgabe der Erfindung, eine kontinuierliche Kultur in Prozessen, die eine Induktion erfordern, zu 
ermoglichen. wurde wie folgt geiost: 

A) Wenn die Induktion dauerhaft bestehen darf oder mu/J: 

20 In einem Bioreaktor A werden Zelien in Suspension in einem Nahrmedium kuitiviert. Nach Erreichen einer 
bestimmten Zelldichte in . Bioreaktor A wird begonnen. die Suspension in einen zweiten Bioreaktor 8 
kontinuierlich uberzuleiten und gleichzeitig frisches Nahrmediunn in den Bioreaktor A so einzuleiten. da/3 
dessen Fuiivolumen im zeitlichen Mittel konstant bleibt. Die Zelldichte und Wachstumsrate der Zelien im 
Bioreaktor A kann eingestellt werden durch den Volumenstrom, mit dem Suspension von Bioreaktor A nach 

25 Bioreaktor B uberfuhrt wird. Die Zelien werden in dem Bioreaktor B induziert. Zur Optimierung der 
Wachstums- und Produktbildungsbedingungen kann ein Erhaltungsmedium zusatzlich in den"'Bioreaktor B 
kontinuierlich zugegeben werden. Der inhalt des Bioreaktors B, der aus der verbrauchten Nahriosung. den 
restlichen Zelien. den Zellfragmenten. dem Induktor und weiteren Stoffen besteht, wird kontinuierlich 
geerntet. Die mittlere Verweiizeit in dem Bioreaktor B mu/3 im Hinblick auf optimate Produktqualitat und 

30 Produktausbeute expe rimentell bestimmt werden. Fur Induktoren, die zu einer Lyse der Zelien fuhren, mag 
dies z.B. der Zustand sein, bei dem 80 % der Zelien lysiert sind. Die Verweiizeit kann durch Wahl des 
Volumens des Bioreaktors B eingestellt werden. 

B) Wenn die Induktion nur vorubergehend sein soil: 

Die Induktion sollte dann nicht im Bioreaktor B stattfinden, sondern in der Transferleitung, die von 
35 Bioreaktor A nach Bioreaktor B fuhrt, vorgenommen werden und bei Eintritt der Zelien in den Bioreaktor B 
abgeschlossen sein. Die Dauer der vorubergehenden Induktion kann gesteuert werden durch die Verweiizeit 
in der Transferleitung, die durch geeignete Versuche ermittelt werden kann und die durch Lange und Form 
der Leitung sowie durch den Volumenstrom eingestellt werden kann. Ansonsten entspricht das Verfahren 
dem wie fur eine dauerhafte Induktion beschriebenen. 
40 Die Aufreinigung der aus dem Bioreaktor B kontinuierlich entnommenen Ernten erfolgt entweder 
kontinuierlich oder - nach Sammlung in einem Sammelgefa/J - absatzweise., Es werden. bekannte Trennver- 
fahren eingesetzt, wie Trennung uber Membranen verschiedener Porengro^Je, Zentrifugen, Saulentrennver- 
fahren u.a. Die Reinigungsprozedur hangt ab von den eingesetzten Zellkulturen und Nahrlosungen. den 
Induktionen, dem Produkt und den Anforderungen an die Reinheit des Produktes: Die Renigungsprozedur 
45 ist unter Umstanden fur jedes Produkt neu zu bestimmen. 

Die Mej3- und Regel technik fur die Bioreaktoren und Pumpen wird nach dem Stand der Technik 
ausgelegt. Vorzugsweise wird die Steuerung der Gesamtanlage durch einen ubergeordneten Leitrechner 
vorgenommen jedoch konnen auch individuelle Regler eingesetzt werden. 

Die Steuerung der Pumpraten fur den Transfer von Nahriosung und Zelisuspension zwischen den 
50 Vorrats-. Fermenter- und Erntegefa/3en erfolgt vorzugsweise durch photometrische Bestimmung der Zell- 
. dichte bzw. des Ausma/3es der Lyse der Zellkultur. 

Die Begasung der Bioreaktoren kann erfolgen durch direktes Einblasen z.B. von Luft, O2. N2 oder CO2 
. in die Flussigkeit oder indirekt durch Ausnutzung der Diffusion uber die Oberflache der Fiussigkeit oder 
durch Membranen (Hohifasermembranen oder Silikonschlauchmembranen). die in die Flussigkeit der 
55 Bioreaktoren eintauchen oder in einer externen Schleife eingebaut sind. 

Zur Vermeidung von Kontaminationen vorgeschalteter Systeme durch Inhaltsstoffe der Folgesysteme 
werden vorzugsweise alio Verbindungen zwischen den Systemen mit Ruckwuchsfallen ausgestattet. 

Die Figur 1) zeigt eine erfindungsgema/J bevorzugte Vorrichtung mit einem Biorektor A 2. in den 
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1. 



gesteuert aus Nahrmediumvorratsbehaltern 4 uber eine Leitung 6, die mit einer Pumpe 8 ausgerustet ist. 
Nahrmedlum in den Bioreaktor A 2 eingefuhrt wird, 

Der Bioreaktor A 2 ist tiler welter mit Hohifasermennbranen 58 ausgerustet. uber die Gase zur 
Regulierung des pH Oder pOa eingeleitet werden konnen. Zusatziich ist der Bioreaktor A 2 mit einem 
Magnetruhrer 62 und uber eine Leitung 66, die ein Uberdruckventil aufweist, mit dem Abiuftsicherheitsgefai3 
70 verbunden, wobel die Leitung einen Hohlfaserfilter 82 zum Zuruckhalten eventuell vorhandener Viren 
aufweist. Der Bioreaktor A 2 ist uber eine Leitung 10, die mit einem Photometer 12 und einer Ruckwuchsfal- 
le ausgerustet ist, mit dem Bioreaktor B 14 verbunden, in den uber eine Leitung 18, die mit einer Pumpe 20 
und einer Ruckwuchsfalle ausgerustet ist. aus den Behaltern fur Erhaltungsmedium 16 Medium zum 
Bioreaktor B 14 zugefuhrt wird. Weiter ist der Bioreaktor B 14 mit einer Hohlfasermembran 60 ausgerustet, 
die zur Begasung und mit zur Regulierung des pH und p02 dient. Zusatziich weist der Bioreaktor B 14 
einen Magnetruhrer 64 zum Vermischen der Inhaltsstoffe auf. Eine Leitung 68 mit einem Uberdruckventil 
dient zum Druckausgleich und fuhrt in das Abluftsicherheitsgefa/3 70 uber einen Hohlfaserfilter 84, in dem 
eventuell vorhandene Viren zuruckgehalten werden. Der Bioreaktor B 14 ist mit dem ersten Retentatbehalter 
26 der ersten Filtrationsanordnung uber eine Leitung 22, die mit einem Photometer 24 und einer 
Ruckwuchsfalle ausgerustet ist, verbunden, der wiederum uber eine Leitung 78 mit einem daran vorhande- 
nen Hohlfaserfilter 86 mit dem Abluftsicherheitsgefa/J 70 zum Druckausgleich verbunden ist, Retentat aus 
dem ersten Retentatbehalter 26 wird uber die Leitung 36, die mit einer Ruckwuchsfalle ausgerustet ist, 
abgezogen. hus dem ersten Retentatbehalter 26 wird uber eine Leitung 28, die mit einem Photometer 30 
ausgerustet Ist, Suspension in den ersten Filter 32 geleitet, und daraus das Retentat Ciber die Leitung 34 in 
den ersten Retentatbehalter 26 zuruckgefUhrt und das Filtrat uber die Leitung 38, die mit einer Ruckwuchs- 
falle ausgerustet ist, in den zweiten Retentatbehalter 40 eingeleitet. der wiederum mit einer Druckaus- 
gleichsleitung 80 versehen ist. die uber einen Hohlfaserfilter 86 in das Abluftsicherheitsgefafit 70 mundet. 
Weiter ist der zweite Retentatbehalter 40 mit einer Leitung 50 versehen, die eine Ruckwuchsfalle enthalt 
und uber die Viruskonzentrat abgezogen wird. Aus dem zweiten Retentatbehalter 40 wird uber eine Leitung 
42. die mit einer Pumpe 44 versehen ist, Suspension in die Filtrationsvorrichtung 46 gefuhrt, deren Retentat 
uber die Leitung 48 in den zweiten Retentatbehalter 40 zuruckgefuhrt wird. und deren Filtrat uber die 
Leitung 54. die mit einer Ruckflu/^falle ausgestattet ist. abgezogen wird. Aus den Waschfiussigkeitsbehaltern 
76 kann ebenfalls rechnergesteuert uber Leitungen 72. die mit Ruckflu/Jfallen ausgestattet sind und mit 
einer Pumpe 74 versehen sind, Waschflussigkeit in die Retentatbehalter 26. 40 zugeleitet werden. 

Die Steuerung der Zu- und Ableitungen zu und aus den verschiedenen Teilen der Vorrichtung wird mit 
Hilfe eines Proze/Jrechners 56 durchgefuhrt 

Das folgende Beispiel soil die Erfindung weiter eriautern. 



Beispiel 1 



Herstellung von BHK 21 Klon 13 Zellen in kontinuierlicher Suspensionskultur. 

Die Anzucht der Zellen BHK 21 Klon 13 (ECACC Nr. 84100501 (zu beziehen durch Flow Laboratories 
Meckenheim)) kann sowoh! in Monolayer- als auch in Rollerflaschen erfolgen. Zur Inokulation miissen im 
Fermenter mindestens 8 x 10*^ Zellen pro ml vorhanden seln. um ein schnelles Anwachsen der Kultur zu 
gewahrleisten. Die Verdopplungszeit der BHK 21 Klon 13 Zellen betrug 24 Stunden. Mit der kontinuierlichen 
Zellgewinnung konnte nach 3 Tagen begonnen werden. sobald die Zellzahl mindestens 4 x 10^ pro ml 
betrug. Die Medlumzugabe (9,538 g/l MEM (minimal ess. media) mit Earls Spinnersalzen, 2,2 g/1 NaHCOa. 
10.0 ml/t MEM-Vitaminlosung, 10,0 ml/! nicht essentielle Aminosauren. 10.0 %/l foetales Kalberserum, uber 
Hohlfaserbundel, die direkt an den Bioreaktor angeschlossen sind. steril filtriert) betrug zum Fermentations- 
beginn 240 ml pro Tag, das entspricht einer Verdunnung von 1:12,5 und konnte proportional zum 
Wachstum bis 1500 ml pro Tag gesteigert werden (1:2). Die Regulierung erfolgte uber ein eingebautes 
Photometer. Die Zellen wuchsen ohne Mikrocarrier Das Reaktionsvolumen des Bioreaktors A betrug 4 I, das 
Flussigkeitsvolumen 3 L Die Reaktionstemperatur war 37"C. die Ruhrgeschwindigkeit 150 U/min. der pH- 
Wert wurde auf 7,0 und der pOa auf 45 % O2 einer luftkalibrierten Losung eingestellt Der Gasgrundstrom 
betrug hierbei 4.5 l/min. Als Vordruck wurden 40 mbar N2. 20 mbar O2 und 30 mbar CO2 sowie Luft ohne 
Regelung eingesetzt Als Gerate wurden im Beispiel die Folgenden eingesetzt: 
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15 



20 



30 
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Herstel ler : 



Mediumzugab : Pump IV BCC 

Rt Wissel Sir* 11 
D-3400 Gottingen 
Pump© III BCC 



Temperaturregelung ! Modul TEM BCC 
Temperaturf iihler : PT 100 Schraer 

Postfach 747 
D-4920 Lemgo 1 
Externes Heizgerat; Kal t e -Umwa 1 z- Haake 

Bad-Thermostat Dieselstr. 4 
KT 2 D-7500 Karlsruhe 41 

Typ 001-3973 
Internes Heizgerat: Temper i erkorb BCC/IBT 
25 eigene Entwick- IBT e»V* 

lung Kellnerweg 6 

D-3400 Gottingen 

Piihrung: Modul SPE BCC 

Interner Antrieb: im Gefa^deckel 

feat verankert 
Magnet rlihr 5 tab 
mit aufgesatzten 
Ruhrpropel lern 



45 



50 



55 
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(Fort seLzung ) 



Herstel ler : 



Externer Antrieb 



pH-Regul ierung : 
Elektrode : 



im Versorgungsgehause 
fest inetallierter 
Magnet riihr or 
Modul PH 
pH-Elektrode 
aut oklavierbar 
pH-Bereich 0-12 
Typ 465-36-90-K9 



BCC 
Ingold 

Siemensstr » 9 
D-6374 Steinbach 



p02"regul ierung : Modul PO2 



BCC 



Elektrode : 



PO2 "Elektrode 

autoklavierbar 

Typ 7455 / 322756702 



Ingold 



Gas ver sorgung : 
Version I : 



-Dur chf luBrege Ivent i 1 e 

Me&rohr FD-I /8-08-G-5 /m Fischer Z Porter 



-Magnetvent i le 
Oliven 5 mm 0 
-Gasmischgef aB 



Drensfelder Str*2 
D-3400 Gottingen 
BCC 



BCC 



Ver 8 i on 1 1 • 



-Maseendurchf luBreg 1 er MKS 



-Gaami schgef &B 



Schatzbogen 43 
D-8000 Munchen 82 
BCC 
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( For t set zung ) 



Herstel 1 er : 



70 



75 



20 



25 



Druckminderer : 
PreBluf t : 



Hohl f aser 

zur Beliiftung: 



PorengroBe : 
Wi cklung ; 

Bedar f ; 

Niveauregul ierung : 



Typ Nr» D 142/O3 
kont inu ierlicher 
Luftstrom 



Accurel (R) PP 



Dragerwerk AG 
Moi s 1 inger 
Allee 53/55 
D-2400 Lubeck 



Typ S 6/2 hydrophob 
max* 0,54 |im 
senkrecht zum Fliissig- 
ke 1 1 5sp i ege 1 
3 m/1 1 Fliissigkeit 
Modul NIV BCC 



EInka-Membrana 
ENKA AK20 AG 
6hderstr» 28 
D-5600 Wuppertal 
Akzo 



30 



35 



40 



Elekt roden ; 

Dichtebest iininung 
der Zell-Sus- 
pens i on : 



aut oklavi erbar 
Te f 1 oniiber zug 



Durchf luBpho tometer 



BCC 



Monitec GmbH 
Morsenbroi- 
Cher Weg 200 
D-4Q00 Diissel 
dorf 30 



45 



50 



55 



Beispiel 2 



Kontinuierliche Produktion von ND (Newcastle Disease) Vakzine auf BHK 21 Zeilen 
Ais Zellerhaltungsmedium wurde folgendes Medium verwendet: 



MEM (minimal ess. media) mit Earl's Splnnersalzen 
NaHCOa 

MEM-Vitaminlosung 
fotales Kalberserum 



9,543 g/t 

2.2 g/l 
10.0 ml/t 
2,0 %/l 
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Sterilisation des Mediums erfolgt durch Filtration uber direkt an den Bioreaktor angeschlossene 
Hohlfaserbundef. 



5 Virusinoculuna fur den Bioreaktor B (Virus) 

Der Virusfermenter wurde mit einer auf BHK Monolayer gezuchteten Kultur, die in 100 ml 7,1 x 10'' ID 
Virus enthalt, beimpft. Die Infektion der Monolayerkultur war zwei Tage vor der ersten Frischzeilenzugabe in 
den Bioreaktor erfolgt. Der Zellrasen der Monolayerkultur durfte bis zu diesenn Zeitpunkt der BeimjDfung des 

10 Virusfernnenters noch keine Zeliysis aufweisen. Die eigentliche Freisetzung der Viren sollte im Fermenter 
erfolgen und zwar zum Zeitpunkt der Zellzugabe aus dem Zellreaktor (Reaktor A). 

Zur Inokulation aus Bioreaktor A wurden 6x10^ Zellen/ml in einer Durchflufimenge von 50 bis 100 ml 
pro Stunde (je nach Zellwachstum) von Bioreaktor A zu Reaktor B bei 3,0 x 10^ bis 6,0 x 10^ Zellen pro 
Stunde in Reaktor B zugegeben. Das Reaktorvoiumen des Bioreaktor B war ebenfalls 4 I, das Fiussigkeits- 

75 volumen 3 I, die Temperatur 37'C, die Ruhrgeschwindigkeit 150 Umdrehungen pro Minute, der pH-Wert 
wurde auf 7,0, der p02-Wert auf 40,0 % O2 in einer luftkalibrierten Losung eingestellt. Der Gasgrundstrom 
betrug 4.0 I pro Minute, a!s Vordruck wurde 40 mbar N2. 20 mbar O2, 30 mbar CO2 und Luft ohne 
Regelung des Vordrucks eingesetzt. Die Mediumzugabe betrug 2 I pro Tag und die Zellzugabe durch- 
sciinittlich 1,2 x 10^° Zellen pro Tag. Die Virusernte ergab 1,0 x 10^ ID/ml = 2,0 x 10^° ID/Tag, wobei die 

20 Ernte erfolgte, wenn 80 % der Zellen zerstort waren. Die Gerateausstattung des Bioreaktors 2 entsprach 
der des Bioreaktors I, jedoch mit folgenden Besonderheiten: 



Regulierung der Mediumzugabe in Verbindung mit dem Zellzulauf aus dem Reaktor I 

25 

Die im Reaktor I eingebaute Niveauregulierung offnete zeitverzogert zwei Magnetventile: 
Magnetventil 1: Zetlflu/5 zu Reaktor II wurde ermogficht 

Magnetventii 2: Magnetventil 1 war geschlossen; zum Freispulen der Zuleitung von Zellen wurde der 
Mediumzulauf fur Reak tor II geoffnet; 
30 Offnungszeit 5 bis 10 Sekunden 



Abluftentsorgung: 






Firmen 


Fritte: 


0,4 urn Porengro/Je 


BCC 


NaOH-Bad: 


2 %iges Laugenbad 




Filter: 


Schwebstoffklasse S 


Enka 




Porengro^e 0,05 urn 


Akzo 




hydrophob 




Bestimmung des cytopatischen 


Durchflu^3- Photo meter 


BCC 


Effektes zur Ermittlung des 






Virustiters: 







45 • 

Die Abscheidung von Zeilresten erfolgte uber Zellfilter mit 0,45 nm Porengrofle (Akzo MD 020 P2N) in 
der Filtrationsanordnung 1 und uber Virusfilter 50.000 NMGG (Akzo V 100 I) in der Filtrationsanordnung 2. 
Zahnradpumpen, Niveauregulierung und Magnetventile stammten von der Firma BCC. Als ubergeordnete 
Koordination der Bioreaktoren und Filter wurde der industrielle Leitrechner FLS1 mit angepa^Jter Software 
50 der Firma Munzer und Diehl verwendet. Das Leitrechnersystem kontrollierte durch Dtchtebestimmung das 
Zellwachstum im Bioreaktor A und die Virusvermehrung uber den cytopathischen (lytischen) Effekt in 
Bioreaktor B und steuert den Nahrbodenzulauf zu Bioreaktor A und Zellabgabe von Bioreaktor B optimal. 
Die variabel drehenden Pumpen des Filtrationssystems wurden uber den Rechner so gesteuert, dai3 alles 
anfallende Material sofort aufgearbeitet wurde. 
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1. Kontinuierliches Verfahren zur Herstellung biologischer Materialien die nach Induktion von Zelfkulturen 
herzustelfen sind, dadurch gekennzeichnet, 6a(i in einem ersten Bioreaktor eine Vorkultur erfoigt, das dann 
die Zelfen in einem zweiten Bioreaktor kontinuierlich uberftihrt werden und das be! oder nach der 
Uberfulirung in den zweiten Bioreaktor die Induktion gesetzt wird, die zur Produktion des biologischen 

5 Materials fuhrt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 wobei die Induktion durch einen Virus, durch chemische Oder durch 
physikalische Veranderungen erfoigt. 
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